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人工感染呼肠孤病毒对拟穴青蟹部分免疫因子的影响
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［摘要］ 采用注射和浸泡的方式人工感染拟穴青蟹呼肠孤病毒，研究了其对拟穴青蟹血细胞密度以及
血清中酚氧化酶 ( PO) 、超氧化物歧化酶 ( SOD) 和碱性磷酸酶 ( AKP) 活力的影响． 结果表明: 注射
( 第Ⅱ组) 和浸泡 ( 第Ⅳ组) 方式均能感染健康青蟹，病发死亡时间为 7 ～ 9 d，死亡率达 100%，血细胞平
均密度在试验 36 ～ 72 h 间迅速上升并达最高值，其血细胞密度最高值分别为 1. 4008 × 107 cells /mL 与
1. 8243 × 107 cells /mL; 感染病毒的青蟹 PO 活性均大致呈现下降的趋势，其中，第Ⅳ组感染 12 h 青蟹 PO
活性相对对照组显著升高 ( P ＜ 0. 05) ，其值为 ( 6. 90 ± 1. 54) ，达实验所测 PO 活性最高值; 各实验组血
清 SOD 活性呈无规律的变化; AKP 活性感染组与对照组表现不同． 表明测定血细胞密度以及 PO 和 AKP 活
性可用来辅助诊断青蟹疾病，而 SOD 活性变化不能很好地表征青蟹受病毒感染的状况．
［关键词］ 拟穴青蟹; 呼肠孤病毒; 免疫因子
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Abstract: The influence of artifical infection reovirous trails on the hemocyte density and the phenoloxi-
dase ( PO) ，superoxide dismutase ( SOD) and alkaline phosphatase activity ( AKP) of the serum from Mud
Crab，Scylla paramamosain was examined． The results showed that the healthy crab would be infected by vi-
rous injection and bath exposure in the virus extraction，There were no obvious difference between two treat-
ments in mortality and latency period of the experimental animals，all crabs died in 7 ～ 9 d after infection．
Changes of some interrelated immune factors such as activities of PO，SOD and AKP displayed the downtrend
day by day，while the hemocyte density rose evidently after 36 h and reached the peak value ( 2. 8534 × 107
cells /mL) at 72 h，It recovered to the same level as the control group after 108 h． In conclusion，the chan-
ges of hemocyte density and PO，AKP activity except SOD activity would be used to assist diagnoses of crab
集美大学学报 ( 自然科学版) 第 17 卷
diseases．
Key words: Scylla paramamosain ; reovirus; immune factors
0 引言






性等会发生相应变化． 文献 ［6］ 报道在漳州龙海和厦门同安青蟹养殖场所取病蟹样品中分离出一株
球状病毒． 本文拟在此基础上，进行人工感染实验，测定血细胞密度和血清中酚氧化酶 ( PO) 、超氧





患病濒死的拟穴青蟹取自漳州龙海和厦门同安部分养殖场，带回实验室于 － 70 ℃保存待用． 健
康青蟹购于厦门第八市场，所选青蟹体色鲜艳，无病无伤，平均体重 ( 106. 9 ± 12. 2) g，饲养于容积
100 L 水箱中，每箱 10 ～ 15 只，整个饲养过程在弱光条件下进行，微充气，以新鲜菲律宾蛤仔
( Ruditapes philippinarum) 投喂，日换水约 1 /3，及时清除残饵、粪便和因运输及环境变化造成的死
亡个体，7 d 后开始实验，整个实验过程中，水温 19 ～ 23 ℃，盐度 28 ～ 30，pH =6. 8．
1. 2 实验方法
1. 2. 1 感染液的制备
感染液Ⅰ: 配制 0. 85%的生理盐水，高压灭菌后，4 ℃保存备用; 感染液Ⅱ: 解剖病蟹，取出肝
胰腺、性腺、肌肉、鳃等各种组织器官共 5 g，加入 10 mL 磷酸缓冲液，冰水浴中匀浆，3000 r /min、
4 ℃离心 20 min，取中层清液，8000 r /min、4 ℃离心 30 min，上清液经 0. 45 μm 微孔滤膜抽滤，所
得滤液即病蟹组织粗提液，4 ℃保存备用; 感染液Ⅲ: 健康青蟹组织粗提液按病蟹组织粗提液的制备
方法制备; 感染液Ⅳ: 病蟹所剩组织器官加入一定比例的磷酸缓冲液，冰水浴中匀浆，8000 r /min、
4 ℃离心 30 min，取中层清液，所得组织液 4 ℃保存备用．
1. 2. 2 人工感染
实验一: 第Ⅰ组，注射无菌生理盐水 ( 0. 2 mL /mg) ，于第 4 步足基部向体腔内注射，此组作为
对照组; 第Ⅱ组，注射病蟹组织粗提液 ( 感染液Ⅱ) ，注射方法和剂量与第Ⅰ组相同; 第Ⅲ组，注射
健康青蟹组织粗提液 ( 感染液Ⅲ) ，注射方法和剂量与第Ⅰ组相同; 第Ⅳ组，感染液Ⅳ用海水稀释
200 倍，实验青蟹浸入其中，12 h 后移入实验水箱． 以上各组青蟹分别用 2 个水箱饲养，每箱 5 只，
记录死亡情况，如果第Ⅱ组和第Ⅳ组青蟹全部死亡，仍继续观察待实验结束．
实验二: 各组青蟹感染方式同实验一，每组 30 只，分成 3 个箱饲养． 从实验开始，分别于第
12、36、72、108、144 h 从每箱各取 1 只蟹，采用断肢法收集血淋巴．
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1. 2. 3 样品制备
取 0. 1 mL 血淋巴加入等量抗凝剂 ( 0. 14 mol /L NaCl，0. 1 mol /L 葡萄糖，0. 03 mol /L 柠檬酸钠，
0. 026 mol /L 柠檬酸，0. 01 mol /L EDTA，pH = 6. 4 ) ，用血球计数板在显微镜下计数; 其余血淋巴
4 ℃放置 24 h 后低速离心析出上清液作为血清样本， － 70 ℃保存待用．
1. 2. 4 血清酶活性的测定
1) 酚氧化酶 PO 活性的测定
以 L － dopa 为底物测定 PO 活性． 将 0. l mol /L，pH =6. 0 的磷酸钾盐缓冲液 3. 9 mL 与 0. 0l mol /L
的 L － dopa 1. 0 mL 以及 100 μL 血清于室温下混匀，30 ℃孵育 5 min，每间隔 2 min 读取在 490 nm 波
长下的吸光度值． 以试验条件下每 1 min OD490增加 0. 001 定义为一个酶活性单位．
2) 超氧化物歧化酶 SOD 活性的测定
采用南京建成生物研究所生产的试剂盒进行测定，具体方法按试剂盒说明进行． SOD 酶活性定
义为每毫升反应液中 SOD 抑制率达 50%时所对应的 SOD 量为一个 SOD 活力单位．
3) 碱性磷酸酶 AKP 活性的测定
采用南京建成生物研究所生产的试剂盒进行测定，具体方法按试剂盒说明进行． AKP 酶活性定
义为，100 mL 血清在 37 ℃与基质作用 15 min 产生 1 mg 酚为 1 个金氏单位．
1. 3 数据统计
在 SPSS 11. 0 数据处理软件上统计平均值、标准差，采用 one － way ANOVA 系统进行分析．
2 结果
2. 1 人工感染试验结果
人工感染实验在第十六天结束，实验结果见表 1． 注射病蟹组织粗提液组 ( 第Ⅱ组) 和浸泡病蟹
组织粗提液组 ( 第Ⅳ组) 所有青蟹至第九天全部死亡，最早全部死亡的是第Ⅱ组 2 号箱，感染第六
天死亡; 第九天时对照组 ( 第Ⅰ组) 2 个水箱中青蟹死亡率均为 20%，注射健康青蟹组织粗提液组
( 第Ⅲ组) 死亡率分别为 20%和 40%，此后 7 d 中以上两组陆续还有青蟹死亡，最终死亡率，第Ⅰ组








Time of first crab
died /d
最后死亡时间
Time of last crab
died /d
9 d 内死亡率








液) GroupⅡ ( injected with filtra-
tion of diseased crab)
第Ⅲ组 ( 注射健康青蟹组织
粗提 液) GroupⅢ ( injected with
filtration of healthy crab)
第Ⅳ组 ( 浸泡病蟹组织粗提
液) GroupⅣ( marinated with filtra-
tion of diseased crab)
No． 1 1 11 20 40
No． 2 1 14 20 80
No． 1 1 9 100 100
No． 2 1 6 100 100
No． 1 1 15 40 100
No． 2 2 12 20 60
No． 1 3 7 100 100
No． 2 3 8 100 100
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2. 2 血细胞密度变化
血细胞密度变化实验结果见图 1a． 从整体趋势上看，对照组血细胞密度没有明显变化; 第Ⅲ组
与对照组相比无显著差异，这两组青蟹血细胞密度始终维持在比较平稳的状态; 而经过病蟹组织粗提
液处理的第Ⅱ组和第Ⅳ组，血细胞密度呈现急剧上升而后迅速下降的变化趋势． 第Ⅳ组青蟹血细胞密
度在第 36 h 时从 5. 626 × 106 cells /mL 上升至 1. 4008 × 107 cells /mL，与其他 3 组差异极显著 ( P ＜
0. 01) ，此后又继续升高，到第 72 h 达到最高峰，为 2. 8534 × 107 cells /mL，此刻，第Ⅱ组青蟹血细
胞密度也上升到 1. 8243 × 107 cells /mL 的最高值，这两组与对照组和第Ⅲ组表现出极显著差异 ( P ＜
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a 血细胞密度变化 Haemocyte density
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2. 3 PO 活性变化
PO 活性变化实验结果 ( 如图 1b 所示) : 试验开始 12 h，与对照组相比，第Ⅱ组和第Ⅲ组 PO 活
性没有显著差异，第Ⅳ组显著升高 ( P ＜ 0. 05) ，其值为 ( 6. 90 ± 1. 54) ，这是整个实验中所测 PO 活
性最高值; 至 36 h，第Ⅳ组 PO 活力下降，各组没有显著差异，此规律一直持续到 72 h; 至 108 h，
第Ⅲ组和第Ⅳ组 PO 活性相对对照组显著降低 ( P ＜ 0. 05) ，而第Ⅱ组与对照组没有显著差异; 至 144
h，第Ⅱ组与对照组相比 PO 活性显著降低 ( P ＜ 0. 05) ，其余两组与对照组没有显著差异． 从整体趋
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势上看，对照组和第Ⅲ组各时间段没有明显差异; 而经病蟹组织粗提液感染过的第Ⅱ组和第Ⅳ组，青
蟹血清 PO 活性大致呈现下降趋势，其中第Ⅱ组从 12 h 至 72 h 逐渐下降，至 108 h 略有回升，但没有
明显差异，至 144 h，PO 活性相比 12 h 和 108 h 显著降低 ( P ＜ 0. 05) ; 第Ⅳ组，12 h 的 PO 活性相
比其他时间段升高极显著 ( P ＜ 0. 01) ，72 h 和 36 h 没有显著差异，而 108 h 和 144 h 相比 36 h 显著
降低 ( P ＜ 0. 05) ．
2. 4 SOD 活性变化
SOD 活性变化实验结果见图 1c． 12 h 时，第Ⅱ组和第Ⅳ组青蟹血清 SOD 活性相对于对照组和第
Ⅲ组显著降低 ( P ＜ 0. 05) ; 36 h 时，第Ⅱ组和第Ⅳ组与对照组差异不明显，但第Ⅲ组 SOD 值明显高
于其他 3 组 ( P ＜ 0. 05) ; 72 h 时，第Ⅱ、Ⅲ和第Ⅳ组 SOD 值相比对照组显著升高 ( P ＜ 0. 05) ; 至
108 h时，这 3 组与对照组相比，SOD 值又有显著下降 ( P ＜ 0. 05) ; 144 h 时，第Ⅱ组相对对照组
SOD 值显著降低 ( P ＜ 0. 05) ，其他两组与对照组没有明显差异． 各组 SOD 活力值整体变化趋势: 对
照组有所起伏，36 h 和 72 h 相比 12 h 显著下降 ( P ＜ 0. 05) ，108 h 和 144 h 相比前两次又明显升高
( P ＜ 0. 05) ，其中 108 h 与 12 h 无明显差异，而 144 h SOD 值明显高于 12 h ( P ＜ 0. 05) ; 第Ⅲ组
SOD 值除第 108 h 有明显降低之外 ( P ＜ 0. 05) ，其余时间没有显著差异; 第Ⅱ组 72 h SOD 值有明显
升高 ( P ＜ 0. 05) ，其余时间段没有明显差异; 而第Ⅳ组变化情况与第Ⅱ组类似，不同的是在实验最
后有显著升高的过程 ( P ＜ 0. 05) ．
2. 5 AKP 活性变化
AKP 活性变化实验结果见图 1d，12 h 时，第Ⅲ组和第Ⅳ组青蟹血清 AKP 活性相比对照组显著降
低 ( P ＜ 0. 05) ，第Ⅱ组和对照组没有显著差异; 36 h 时，第Ⅳ组相比对照组 AKP 值显著降低 ( P ＜
0. 05) ，第Ⅱ组和第Ⅲ组与对照组没有显著差异; 72 h 时各组 AKP 值没有显著差异，至 108 h，第Ⅱ
组和第Ⅳ组比对照组 AKP 显著降低 ( P ＜ 0. 05) ，第Ⅲ组和对照组没有明显差异; 144 h 时，各组没
有显著差异． 各组变化趋势: 对照组没有显著差异，第Ⅳ组各时间段也没有显著差异; 而第Ⅱ组和第
Ⅲ组整个过程有所波动，其中第Ⅱ组 108 h 时 AKP 值显著低于 36 h 时 ( P ＜ 0. 05) ，而第Ⅲ组在
108 h时 AKP 值显著高于其他各时间段 ( P ＜ 0. 05) ．
3 讨论
目前至少发现有 8 种蟹类呼肠孤病毒，均能引起严重的疾病并且容易大面积传播，比如 P 病毒和
RLV 病毒感染会引起蟹类反应迟缓、附肢麻痹瘫痪等症状; 中华绒螯蟹 “颤抖病”也主要由呼肠孤
病毒引起［3，5，7 － 13］． 青蟹中未发现有类似明显症状，但青蟹受到呼肠孤病毒感染后附肢自切是较普遍
现象． 实验结果表明，注射和浸泡的方式都能感染青蟹，而且浸泡组的青蟹发病速度几乎不亚于注射
组，9 d 内这两组蟹全部死亡． 可以推断该病毒以水平传播方式为主，而且极容易相互传染，所以本
研究认为这种呼肠病毒极可能是引起最近养殖青蟹短期内大规模死亡的首要原因．
3. 1 血细胞变化
甲壳动物免疫防御系统由基本防御屏障 ( 甲壳和表皮) 、细胞防御屏障和生理防御屏障 3 部分组







( Fusarium solani) 感染日本囊对虾，14 d 后发现血细胞密度减少为对照组的 54. 3%，血细胞比例也
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发生变化，其中小颗粒细胞比例下降 11. 9%，而大颗粒细胞比例升高 10. 6%［18］; Hauton 等用曼利斯
顿菌 ( Listonella anguillarum) 感染三叶真蟹，7 d 后发现血细胞密度从 46. 41 × 106 cells /mL 下降至




胞数量变化会出现波动的现象． 将白滨对虾 ( Litopenaeus setiferus) 环境温度从 24 ℃ 持续升高到
33 ℃，其血细胞数量逐渐升高，至第 3 d 开始下降，第 6 d 降至最低，随后又慢慢回升，表现一种周
期性波动，即血细胞每隔 48 ～ 94 h 迁移一次［20］． 本研究发现，青蟹受到病毒感染后，血细胞数量在
36 h 开始显著上升，至 72 h 达到高峰，随后又迅速下降，呈现出剧烈波动的现象，这说明呼肠孤病
毒侵染可能发生在第 36 ～ 72 h，病毒侵入青蟹体内并增殖，刺激机体产生大量血细胞来清除干扰，但
是随着病毒大量复制，引起血细胞大量死亡或者造血功能的障碍，血细胞数量又迅速减少．
3. 2 酚氧化酶变化
甲壳动物的酚氧化酶原 ( proPO) 系统是一种类似于脊椎动物补体系统的酶级联，也是体液免疫
因子中最重要的部分． 一般认为，正常生理条件下酚氧化酶原以非活化状态存在于血细胞颗粒中，可
以被 β － 1，3 － 葡聚糖( β － 1，3 － glucan，βG) 、脂多糖 ( lipopolysaccharide，LPS) 、肽聚糖 ( pepti-








生理状况差异较大，所以尚不能确定 PO 活性与时间的对应关系． 实验中所测 PO 活性最高值出现在




Hauton 等研究发现三叶真蟹 PO 活性与潮汐变化、水温、盐度、水体总悬浮颗粒、有机物含量和
细菌种群数变化相关，其中细菌数量的高峰值明显对应 PO 活性的高峰值［19］． 还有许多研究表明适量
病原体抗原的存在能激活实验虾蟹的免疫反应，有利于提高机体的抗菌力和应急力，Sung 等将实验
时暂养的斑节对虾浸泡与热致死的弧菌悬浮液中，与对照组相比，PO 活性增加了 13 倍，李天道等以
不同浓度的弧菌悬液注射感染对虾，发现小剂量的弧菌可以诱导血清中 PO 活性增高而且能保持一段
时间，剂量超过临界值才会造成负面影响［22］． 在本实验中没有发现这样的现象，仅有浸泡组 PO 活性
在短时间内显著升高，这可能不是由于病毒侵入而引起，而是被水体中悬浮颗粒量的增加而诱导，实
际上青蟹受到病毒感染后 PO 活性呈逐渐下降的趋势． 呼肠孤病毒致病机理可能与水体中许多条件致
病菌不同，当水体中细菌数量超过某个临界值才会引起宿主患病，但是青蟹一经呼肠孤病毒感染，无
论剂量大小，短时间内即会引发不可恢复的病理变化，而不存在某种临界状态，这与雷质文等人研究
WSSV 对中国明对虾 PO 活性影响的结果类似［23］．
3. 3 超氧化物歧化酶 SOD 变化
抗氧化系统由一些能够被氧化应激诱导的酶组成，包括超氧化物歧化酶 ( SOD) 、过氧化氢酶
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发现象是近十几年来才被发现的，Bell 和 Smith 研究发现三叶真蟹血细胞可产生超氧阴离子［25］，
Muoz 等也证实了凡纳滨对虾 ( Penaeus vannamei) 体内超氧阴离子的存在［26］． 大量研究表明，实验
动物患病后 SOD 活性呈显著下降趋势，主要是机体在病原体的诱导下产生过多活性氧的缘故． 王江
勇等发现杂色鲍 ( Haliotis diversicolor) 血清中 SOD 活性在注射病毒悬液后 8 h 开始变化，从初始水平
( 222. 96 U) 升至最高 ( 321. 08 U) ，然后逐渐降低，至 48 h 降至最低，并低于初始水平［27］． 而作者
发现，各实验组青蟹血清 SOD 活性呈无规律的变化，即使是对照组也出现不断的波动，受感染的两
组其 SOD 活性大致上低于对照组，但不明显，有时也出现高于对照组的情况，因此 SOD 活性变化不
能很好地表征青蟹受病毒感染的状况． 可能有以下几方面原因: 1) 雌雄差异较大，比如克氏原螯虾
( Procambius clarkii) 和罗氏沼虾 ( Macrobrachium rosenbergii) 雄性个体 SOD 活性略高于雌性个体［28］，
而本文在实验中没有分开测定，造成规律不明显; 2 ) 个体差异较大，以致掩盖 SOD 实际变化规律;
3) SOD 受环境胁迫影响较大，出现不断波动的现象．
3. 4 碱性磷酸酶 AKP 变化
碱性磷酸酶 ( AKP) 与细胞膜的物质运输有关，直接参与机体的磷代谢，对甲壳动物钙质的吸
收、磷酸钙的沉积、甲壳素的分泌和形成都具有重要作用，从而影响甲壳动物基本免疫防御屏障的形
成． 在病理状态下，血清中升高的 AKP 活性与小颗粒细胞的解体及其颗粒的排放有关［29］． 据实验结
果来看，对照组和第Ⅲ组的 AKP 活性有少许波动，基本平稳，第Ⅱ组和第Ⅳ组的 AKP 活性明显比对
照组低，第Ⅱ组在 36 h 达到峰值，而后持续下降，第Ⅳ组一直保持在较低水平，这与雷质文等［23］研
究的结果一致．
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